













物質による肝細胞増殖は、薬物応答性の核内受容体である constitutive androstane 
receptor（CAR）や peroxisome proliferator-activated receptor α （PPARα）等の関与が
示されており、これらの核内受容体の継続的な活性化は齧歯動物において肝がんを誘発する。






異物応答性核内受容体 pregnane X receptor（PXR）は、CAR と同様に異物に対する生
体応答を担う主要な転写因子である。PXR および CAR は、異物代謝や排泄に関わる非常
に多くの共通した標的遺伝子の転写を調節し、異物に対する生体防御において両者は協調
的に機能すると考えられている。一方で、CAR の活性化は肝細胞増殖を引き起こすが、PXR







はじめに、PXR 活性化が、CAR 同様に肝細胞増殖作用を有するのか、また CAR 依存的
な肝細胞増殖に影響を与えるか調べるために、マウス PXR 活性化物質である pregnenolone 
16α-carbonitrile （ PCN ）またはマウス CAR 活性化物質である 1,4-bis[2-(3,5- 
dichloropyridyloxy)]benzene（TCPOBOP）を単独または併用でマウスに腹腔内投与し、




れた。しかしながら、PCN と TCPOBOP を併用投与すると、TCPOBOP 単独投与時以上
に Ki-67 陽性核数は増加した。また、細胞増殖関連遺伝子 Ccna2 の mRNA レベルにおい
ても同様の変動が認められた。一方、PXR 欠損型マウスにおいては、上記のような PCN
の併用投与による細胞増殖の増強作用は認められなかった。次に、PXR が細胞増殖惹起作
用を示さないことをさらに確認するために、PCN を 1 週間混餌投与（500 ppm）し、PXR
の持続的な活性化が、肝細胞増殖に及ぼす影響を解析した。その結果、肝の Ki-67 陽性核
数および Ccna2 の mRNA レベルは、PCN 投与により増加しなかったことから、PXR の活
性化は肝細胞増殖作用を示さないことが強く示唆された。次に、CAR 活性化時とは異なる
機序で肝細胞増殖を引き起こす PPARαによる肝細胞増殖に対しても PXR の活性化が増強
作用を示すか否かを明らかとするため、マウスに PPARα活性化物質の Wy-14643 を単独ま
たは PCN との併用で腹腔内投与し、上記と同様に解析した。その結果、Ki-67 陽性核数お
よび Ccna2 の mRNA レベル は、Wy-14643 の投与により増加傾向を示し、PCN の併用投
与により、これらはさらに増加した。以上、CAR や PPARαの活性化物質処置時とは異な
り、PXR の活性化は、肝細胞増殖を引き起こさないものの、CAR や PPARαの細胞増殖作
用を増強することを見出した。 
次に、不死化マウス肝細胞 AML-12細胞を用いて、増殖因子による細胞増殖に対する PXR
活性化の影響を解析した。AML-12 細胞を無血清培地で 48 時間培養することで細胞周期を
G0 期に同調させ、その後の血清（10% FBS）処置または epidermal growth factor （EGF）
処置（10 ng/mL）により細胞増殖を誘発した。この時、V5 タグを付与した PXR（PXRV5）
を発現するアデノウイルス（Ad-PXRV5）を感染させ、血清や EGF と同時に PCN (10 µM)
を処置した。血清および EGF の非存在下では、PXR の活性化による細胞数の増加は認め
られなかった。一方、血清または EGF の処置により細胞数は増加したが、PXR の活性化
により細胞数はさらに増加した。さらに、細胞増殖マーカーである PCNA のタンパク質レ
ベルおよび細胞周期関連遺伝子である Ccnd1 遺伝子の mRNA レベルについて測定したと
ころ、血清刺激によりこれらは増加傾向を示し、PXR 活性化によりさらに増加した。以上




肝再生時の肝細胞増殖に対する PXR 活性化の影響を解析した。野生型マウスおよび PXR
欠損型マウスに CCl4を腹腔内投与（0.5 mL/kg, 10%）し、肝細胞が十分に壊死して肝再生
が始まるとされる 24 時間後に PCN を腹腔内投与し、さらにその 24 時間後の肝細胞増殖を








化のマウス肝細胞の細胞周期に与える影響の解析を行った。PCN 投与 48 時間後のマウス
初代肝細胞に対して DNA 染色および DNA/RNA 二重染色を行い、フローサイトメトリー
法により細胞周期の解析を行った。その結果、PCN 投与により一部の肝細胞の G0 期から
G1 期への移行が確認された。次に、G0 期から G1 期への移行の制御に関与する遺伝子の
mRNA レベルを測定した。その結果、PCN 投与 24 時間後において、G0 期から G1 期への
移行を負に制御するRbl2 (p130)およびCdkn1b (p27)遺伝子の mRNA レベルの低下が認め
られた。Rbl2 および Cdkn1b の発現は転写因子 FOXO3 により調節されている。そこで、
他のFOXO3の標的遺伝子であるMxi1およびBim遺伝子のmRNA レベルを測定したとこ
ろ両遺伝子も同様に低下していた。また PXR 欠損型マウスを用いた解析により、この作用
は PXR を介した現象であることが明らかとなった。以上の結果から、PXR は FOXO3 を介
して、p130 および p27 の発現を低下させ、細胞周期を G0 期から G1 期へと移行させる可
能性が示された。 




せた活性化型 FOXO3 を過剰発現させたところ、野生型 FOXO3 に比べてレポーター活性は
さらに増加した。また、野生型および活性化型 FOXO3 依存的なレポーター活性の増加は、
PXR の活性化によりほぼ完全に抑制された。よって、PXR は FOXO3 による Rbl2 の転写
を抑制することが示唆された。次に、その抑制機序を解明するために、PXR の活性化に伴
う FOXO3 の Rbl2 プロモーター上への結合量の変動をクロマチン免疫沈降法により解析し
た。FOXO3 単独の発現によりその Rbl2 プロモーターへの結合が確認された。さらに、FOXO3
と PXR を共発現して PCN を処置したところ、その結合量は PXR の活性化により低下した。よ




PXR の活性化は、転写因子 FOXO3 の機能を阻害することで、細胞周期の G0 期から G1 期への
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る。核内受容体 PXR は CAR と類似した機能を有する転写因子である。しかし、CAR と
の類似性が高いにもかかわらず、PXR と肝細胞増殖の関連性はほとんど明らかとなってい
ない。PXR は CAR および PPARαと同様に、多くの生体外異物によって活性化されるこ
とから、PXR の肝細胞増殖に対する影響を明らかにすることは化学物質の安全性評価にお
いて重要である。そこで本研究では、マウス肝における PXR 活性化の肝細胞増殖への影響、
また PXR 活性化が他の因子による増殖に与える影響について解析した。 
マウスに PXR 活性化物質の PCN を処置しても、肝細胞増殖亢進作用は認められなかった。
しかし、PXR の活性化は CAR や PPARαの細胞増殖作用を増強することを見出した。ま






ころ、PCN 投与に伴う G0 期から G1 期への移行が確認された。定量的逆転写 PCR 法に
より、PCN 処置に伴い、G0-G1 期移行を負に制御する細胞周期抑制因子である Rbl2 およ
び Cdkn1b の肝 mRNA レベルが低下した。この時、両遺伝子の転写調節因子 FOXO3 の
他の標的遺伝子の発現も同様に低下していた。レポーターアッセイにおいて、Rbl2 および
Cdkn1b の転写は FOXO3 依存的に増加し、この増加は PXR の活性化により抑制された。
また、ChIP アッセイにおいて、Rbl2 プロモーター上への FOXO3 の結合は PXR の活性
化により減弱した。 
以上のことから、PXR の活性化は、肝細胞の細胞周期を G0 期から G1 期へ移行させるこ
とで、種々の細胞増殖シグナルによる肝細胞増殖を増強すると考えられた。また、この G1
期への移行は FOXO3 による転写の抑制を介している可能性が示された。 
本研究成果は、マウス肝細胞の細胞周期調節に関する知見を提供するだけでなく、医薬品
や化学物質の安全性評価、さらには肝障害治療などにおいて有用な知見を提供すると期待
できる。よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
